




































tested  (both  in  larvae  and  adults), with  the  expression  level  for  one  of  the  splice  variants  being 
significantly  different  between  flight muscle  and  the  fat  body  of  adult  Drosophila.  Heterologous 
expression of the full‐length cDNAs corresponding to the two putative variants of Drosophila CPT1 in 
the  yeast  Pichia  pastoris  revealed  two  important  differences  between  the  properties  of  the  two 
variants: (i) their affinity (K0.5) for one of the substrates, palmitoyl‐CoA, differed by 5‐fold, and (ii) the 
sensitivity  to  inhibition  by malonyl‐CoA  at  fixed,  higher  palmitoyl‐CoA  concentrations was  2‐fold 












genomes  allows  comparative  analyses  with  mammalian  data  and  suggests  that  many  of  the 






expressed  the  full‐length cDNA  (Berkeley Drosophila Genome Project), we  found  that  it encodes a 
functional  enzyme  in  terms  of  both  its  catalytic  activity  and malonyl‐CoA  inhibition.  It  has  been 
suggested that insect genomes, which contain relatively few genes for a metazoan (~14,000), increase 
their gene expression  complexity  through alternative  splicing  (3). Because  the expression of CPT1 
enzymes with different kinetic characteristics is central to the regulation and coordination of whole 
body  fatty acid metabolism  in mammalian species  (4), we hypothesized  that D. melanogaster and 
other insects may overcome the restrictions that might be imposed by the existence of only a single 
gene,  through  the generation of alternative  transcripts  so as  to generate kinetically distinct CPT1 
variants. Therefore, in the present study we have tested our hypothesis by (i) searching for alternative 
CPT1 exons  in  the  insect genomes  that have been  sequenced  to date;  (ii) quantifying  the  level of 
expression of the two variant mRNA species predicted to exist  in Drosophila tissues, using RT‐PCR2 
and  real  time PCR; and  (iii) heterologously expressing  in  the yeast Pichia pastoris both of  the  two 
cDNAs that can be generated by alternative splicing of Drosophila CPT1 followed by characterization 
of the kinetics of the two variant proteins. We find that each of the single CPT1 genes in the insect 
genomes  currently  available  contains  alternative  exons.  In  addition,  both  mRNA  variants  are 









sequence  from Apis mellifera was  identified by searching  the honey bee genome assembly 4.0  for 
sequences similar to the partial Am CPT1 EST (PubMed reference BE844575). CPT1 genomic sequences 






directly  into QIAzol,  and  homogenized  using QIAshredder  columns  (Qiagen).  Total RNA was  then 
prepared using  the RNeasy  lipid  tissue mini  kit  (Qiagen),  including an on‐column DNase digestion 
(RNase‐Free DNase Set; Qiagen), according to the manufacturer’s protocol. RNA quantity and purity 














72  °C was performed, and  the  reaction was  subsequently  cooled  to 4  °C. The primers used were 
CPT6A‐3 (CACACATGTGGGAGAACCTG) and CPT7–1 (TGCAGGGCCATTTGTATGTA) to amplify exon 6A‐
containing  sequences  and  CPT6B‐4  (TGGGACACCTGTGGGAGTAT)  and  CPT7–1 





















Heterologous  Expression  and  Kinetic  Characterization  of  Drosophila  CPT1  Splice  Variants—The 
Berkeley  Drosophila  Genome  Project  EST  clone  GH21765  was  obtained  from  Research  Genetics 
(Carlsbad, CA). The BsgI‐HindIII fragment of our previously described D. melanogaster cDNA in pGAPZ 
(which contains exon 6A) was replaced with  the corresponding  fragment  from EST clone GH21765 
(which contains exon 6B). Following verification of the sequence, the cDNA was expressed in the yeast 
P.  pastoris  (which  lacks  endogenous  CPT  activity)  as  described  previously  (2).  CPT1  activity was 
measured  using  cell‐free  yeast  extracts  as  described  previously.  Kinetic  characterization  was 
performed as  in Ref. 7.  In assays designed  for  the determination of  the  IC50  formalonyl‐CoA,  the 
palmitoyl‐CoA and carnitine concentrations used were 135 and 500 µM, respectively. To obtain the 
































these  boundaries  would  facilitate  the  alternative  splicing  of  the  insect  sequences  (to  obtain 




We  further analyzed  the  sequences of  the CPT1  gene of all  insects  for which  sufficient  sequence 
information is available (see “Experimental Procedures”). We find that all contain putative alternative 





Evidence  that  alternative  splicing  actually  occurs  in  vivo  was  initially  obtained  by  exploiting  the 




















There  is  also  evidence  that  alternative  splicing  of  the  CPT1  gene  gives  rise  to  alternative 
transcripts in other insect orders outside the fly family (Diptera). BLAST examination of the EST data 
base  for  the wasp N. vitripennis  (Hymenoptera)  revealed  three clones  (GE394463, GE355704, and 






prepared  total RNA  from various Drosophila  tissues of  the  larval and adult stages. RT‐PCR analysis 
demonstrated  that both variants containing either exon 6A or exon 6B are expressed  in all of  the 
tissues  examined  (Fig. 3A). A parallel  experiment  in which  the  reverse  transcriptase was omitted 








mRNA contents of  the  two variants  in adult  flight muscle and  fat body specifically because of  the 
known differences  in the metabolism of fatty acids  in these two  insect tissues; fatty acids (derived 
from circulating diacylglycerol mobilized from the fat body) are major fuels for ATP formation in flight 













520 +/‐ 53 µM  for DmCPT1–6A and DmCPT1–6B,  respectively). The K0.5  for  carnitine was 1.5‐fold 
higher for the DmCPT1–6B variant (p=0.016; Table 1) than for the exon 6A variant.  
 







0.16 µM  for CPT  I‐6A and  ‐6B,  respectively: p = 0.027). We  sought  to determine  the Ki values  for 
malonyl‐CoA for each of the two variants through the use of secondary Dixon plots constructed from 














have  been  identified  (14).  In  view  of  the  importance  of  the  distinctive  kinetic  characteristics  of 
mammalian  CPT1  isoforms  to  their  function  in  the  various  tissues  in which  they  occur  (17), we 
hypothesized that insects may generate functional (kinetic) diversity from their single gene through 
alternative splicing. Therefore, we searched for potential alternative exons within the Drosophila gene 














widely  conserved within  the  Insecta  and  that  alternative  splicing  is  used  generally  by  insects  to 
generate CPT1 variants from their single gene. EST data base sequences for both Drosophila and other 
insects have confirmed that both variants are expressed in vivo.  
The  present  experimental  evidence  that  mRNAs  corresponding  to  6A  and  6B  in  separate 
transcripts are present in all Drosophila tissues tested (from both larval and adult stages) confirmed 
the  above  predictions.  The  detection  of  a minor  amount  of  transcript  corresponding  to mRNA 





































very  similar  between  adult  fat  body  and  flight muscle,  the  6A  transcript was much more  highly 
expressed in flight muscle than in the fat body. This preponderance of variant 6A in flight muscle may 
be related to the much higher capacity for fatty acid oxidation in this tissue required to provide the 
necessary  rate of ATP  formation during  flight  (15, 16). This observation suggests  that  the unequal 





Apart  from  the above differences, we  found  that both variants of Drosophila CPT1 are highly 
sensitive to malonyl‐CoA  inhibition  in absolute terms (Fig. 4) (compare Ref. 8). The  IC50 values for 
both  variants were  comparable with  that of  the more  sensitive of  the  two mammalian  isoforms, 
CPT1B, when this too was expressed  in Pichia (8). By contrast, the K0.5 values for palmitoyl‐CoA for 
both variants were higher (~2‐ and 10‐fold higher, respectively) than those for rat CPT1A and CPT1B 
isoforms when  they were expressed and assayed under  the  same  conditions  (7). Both variants of 











in  the  region  affected  by  alternative  splicing  affects  the  conformation  surrounding  the  acyl‐CoA‐






Although  predicted  by  our  previous  observations  (2),  the  high  sensitivity  of  the  enzyme  to 
malonyl‐CoA  is  surprising  in  view  of  the  observation  that  the  residues  involved  have  since  been 













in substrate and  inhibitor binding has been verified experimentally. Thus,  for example,  the H483A 
mutant  of  rat  CPT1A  shows  a  50%  decrease  in  the  affinity  for malonyl‐CoA  (18)  and  the A478D 
mutation affected  the affinity  for palmitoyl‐CoA  (18).  Interestingly, Ala478  is not conserved  in  the 
most recently described mammalian isoform, CPT I‐C, which has a very low catalytic constant when 
carnitine and  long  chain acyl‐CoA are used as  substrates  (14, 24).  In all of  the  insect CPT1 genes 




















it  is  interesting  that  the  conservation  of  these  residues  is  accompanied  by  apparently  minor 
differences  in primary  sequence between  the  variants  generated by  alternative  splicing  from  the 
single insect CPT1 gene but that the resultant transcripts can generate proteins with the significant 
differences in kinetic parameters of the translated proteins that were observed in the present study. 
It will  be  instructive  to  discover whether modeling  of  the  Drosophila  (and  other  insect)  variant 
sequences  can  provide  additional  information  about  the  interaction  between  LC‐acyl‐CoA  and 
malonyl‐CoA binding to CPT1. 
Four  further  residues  previously  identified  as  absolutely  conserved  in  all  mammalian  CPT1 











that cover  the 5’ end of Drosophila CPT1,  it would appear  that both promoters are active  in vivo. 
However, exon 1B‐containing sequences are almost completely absent  from embryo‐derived ESTs, 





















































































structures  of  mammalian  and  insect  CPT1  genes.  A,  the  sequences  of  the  alternative  exons  in 
Drosophila. B, schematic diagram depicting the proposed splice sites in transcripts of types 6A and 6B; 
the numbers of the residues affected (Fig. 2) are indicated. C, comparison of the exonic structures of 








The sequences of  the alternative exons  in  the CPT1 gene of Drosophila  (Dm), A. gambiae  (Ag), A. 
aegypti (Aa), N. vitripennis (Nv), and A. mellifera (Am) are aligned with the sequences of the three 
CPT1 isoforms (1A, 1B, and 1C) from rat and human (Hs). The position of the conserved catalytic His 
residue  (His473  in  rat  and  human)  is  shown  by  an  asterisk.  The  conservation  of  other  residues 
previously  suggested by  structure modeling  to be  close  to both malonyl‐CoA and  carnitine  in  the 
computed models (Asp477 and Ala478; φ and δ, respectively) or catalytic activity (His483, #) are also 
indicated.  The  exon boundaries  in  the  insect  and mammalian  sequences  are  indicated by arrows 
(above and below, respectively). CPT1 sequences for Drosophila were taken from Flybase. A. gambiae 
exon  translations  correspond  to  the  positions  on  chromosome  3:  8B  49788552–49788614;  8A 
49789247–49789312  and  are  numbered  from  annotated  protein  sequence  AGAP010164‐PA.  A. 
aegypti exon translations correspond  to positions on supercontig 157 and are numbered  from the 
predicted protein AAEL005458‐PA. A. melifera sequences are derived from two partial gene sequences 
form  genome  contigs:  Exon  A,  AmeLGUn_WGA3411_4;  and  Exon  B,  AmeLGUn_WGA5157_4.  N. 
vitripennis sequences are derived  from  translations of ESTs aligning  to Scaffold 12 of  the genomic 
sequence: Exon A GE394463.1 and Exon B GE450688.1 both corresponding to gene LOC100121693 
and the predicted protein XP_001605305. The numbers are amino acids from the start of the protein. 




splice variant mRNA expression  in different  tissues  from D. melanogaster was analyzed by RT‐PCR 
using specific primers for either exon 6A or 6B (forward primers) and for exon 7 (reverse primer). A 








which  is set to 1.0. The asterisk signifies that the difference  in variant 6AmRNAexpression  in flight 
muscle and fat body is statistically significant (p < 0.001; two‐tailed t test). 
 





palmitoyl‐CoA.  In  B  and  C,  the  velocity  versus  substrate  concentrations  curves  for  carnitine  and 
















































































DmCPT1–6A  406 +/‐ 30 (n = 4)  104 +/‐ 8 (n = 4)a  0.74 +/‐ 0.1 (n = 3)  2.32 _ 0.32 (n = 4)a 
DmCPT1–6B  591 +/‐ 46 (n = 4)  520 +/‐ 53 (n = 4)  0.76 +/‐ 0.1 (n = 3)  1.01 +/‐ 0.16 (n = 4) 
 
a These  values  are  statistically  significantly different  (p > 0.01) between  the DmCPT1–6A  and  the 
DmCPT1–6B variants for the parameter indicated. 
 
